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PRÉSENTATION 
Les Echinococcoses animales et leurs relations 
avec les Echinococcoses de l'homme 
par M. Jacques EuzEBY (1) 
M. GORET. - Poursuivant son travail hautement bénéfique de 
rédaction d'ouvrages de Parasitologie animale et comparée, le 
Professeur EuzEBY propose aujourd'hui aux hygiénistes une 
remarquable synthèse des problèmes posés par les Echinococ­
coses. L'auteur justifie sa publication - si besoin en est ! - par 
l'importance de ces parasitoses tant du point de vue économique 
que du point de vue épidémiologique et hygiénique. Il souligne 
qu'il n'a pas la prétention d'épuiser le sujet en 163 pages mais 
qu'il a essentiellement retenu l'étude des échinococcoses ani­
males en fonction de leur transmission à l'homme. Sont succes­
sivement envisagés : le Teniasis Echinococcique ; les Echino­
coccoses larvaires ; l'étiologie des Echinococcoses animales et 
leurs cycles épidémiologiques ; la prophylaxie des Echinococcoses 
animales et enfin la prophylaxie des Echinococcoses larvaires de 
l'homme. Rédigé avec une grande clarté, illustré de nombreux 
schémas et de bonnes photographies, terminé par une bibliogra­
phie choisie de 440 références et d'un très utile index donnant 
les principales synonymies des helminthes cités, ce nouvel 
ouvrage enrichit fort heureusement notre littérature vétérinaire 
française. 
(1) Vigot Edit., Paris. 
Bull. Acad. Vét. - Tome XLV (Mars 1972). - Vigot Frères, Editeurs. 
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Au moment où se tiennent périodiquement, sous l'égide de 
l' Association internationale d'Hydatidologie, des Congrès Inter­
nationaux consacrés à ces parasitoses, le beau travail du Profes­
seur EuzEBY se révèle d'une indubitable utilité et d'une évidente 
actualité. 
COMMUNICATIONS 
Etat actuel de la contamination des 
produits laitiers par les résidus 
de pesticides organo-chlorés 
par L. R1cHou-BAc, Marie-France MOLLET et J. PANTALÉON (1) 
Depuis une dizaine d'années, la contamination du lait et des 
produits laitiers par les résidus de pesticides préoccupe sérieu­
sement les milieux scientifiques et économiques internationaux. 
En France, après des sondages préliminaires réalisés en 1966 
et 1967 (1, 2, 3), les refoulements ou les destructions de certains 
lots de fromage exportés aux Etats-Unis à la même époque, aler­
tèrent les services responsables d'abord, l'opinion publique 
ensuite qui, dès lors, demeura sensibilisée sur ces problèmes d'un 
caractère tout particulier. 
Deux réactions de défense se firent jour dès la mise en évi­
dence de ces résidus : 
- Réactions des milieux scientifiques au titre de !'Hygiène et 
de la Santé Publique : étude des causes premières - incidences 
toxicologiques - évaluation précise des risques encourus par le 
consommateur. 
- Réactions des Pouvoirs Publics : au titre double de la Santé 
Publique et de l'Economie : interdiction des traitements des 
locaux de stabulation -- envoi de 3 missions officielles aux 
Etats-Unis et au Canada en 1969, 1970 et 1971 (4) - interdic­
tions de certains composés organo-chlorés. 
(1) Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires d' Alfort, 22, rue 
Pierre-Curie, 94 - Maisons-Alfort (service d'hygiène alimentaire). 
Bull. Acad. Vét. - Tome XLV (Mars 1972). - Vigot Frères, Editeurs. 
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Il convient ainsi d'analyser le niveau de contamination actuel 
après avoir examiné les composés chimiques responsables - en 
fait peu nombreux et tous du groupe des pesticides organo­
chlorés. 
J. -- PESTICIDES ORGANO-CHLORÉS 
A) Insecticides (voir tahleau 1 ). 
TABLEAU 
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1. - L'HCH ou hexachlorocyclohexane. 
153 formulations phytosanitaires répertoriées en 1970 sous 
forme de lindane (5). 
Trois isomères principaux 
- l'alpha HCH, composant majeur de l'HCH technique (72 p. 
100) ; 
- le gamma HCH ou Iindane, dont la dégradation « in vivo > 
est assez rapide : formation de pentachlorocyclohexènes (PCCH) 
quelquefois identifiés dans le lait, de chlorobenzène et de trichlo­
rophénols; 
- le béta HCH (le plus résistant dans le milieu extérieur) 
reconnu comme le plus toxique à long terme. 
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2. - L' heptachlore. 
57 formulations en 1970. 
C'est le dérivé époxyde naturel ou : époxyde de l'heptachlore 
(1,4,5,6, 7 ,8,8 heptachloro 2,3-époxy-2,3,3a,4, 7, 7 a, hexahydro-4, 7-
méthanoindène) qui est en fait le seul métabolite retrouvé dans 
le lait. 
3. - La Dieldrine. 
15 formulations en 1970. 
C'est le composé : 1,2,3,4,10,10 hexachloro-6, 7 époxy-l,4,4a,5, 
6, 7,8,8a octahydro-1,4 endo exo-5,8 diméthanonaphtalène qui 
peut être considéré en tant que tel ou comme dérivé naturel de 
l' Aldrine (29 formulations en 1970). 
4. - Le pp' DDT. 
32 formulations en 1970. 
Deux dérivés essentiels : le pp' DDD et le pp' DDE. 
Ce composé est peu important en France mais présente des 
taux résiduels notables dans la plupart des pays Européens et en 
Amérique du Nord. 
B) Fongicides. 
L'HCB ou hexachlorobenzène. 
8 formulations phytosanitaires répertoriées en 1970. 
Primitivement décelé sur du gibier en Hollande (6) puis dans 
le lait, on le retrouve plus particulièrement dans le lait et les 
produits laitiers du Nord et du Nord-Est Français. 
Tous ces composés ont en commun trois propriétés physico­
chimiques essentielles : 
- une grande stabilité dans le milieu extérieur (surtout le 
�HCH et l'HCB) ; 
- un degré lipophile élevé - des degrés de solubilité lipi­
dique importants «in vivo> pour le �HCH, l'époxyde de l'hepta­
chlore et la Dieldrine ; 
- un métabolisme qui apparaît de plus en plus complexe au 
fur et à mesure des perfectionnements analytiques, mais de toute 
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façon très étalé dans le temps, exception faite du yHCH et du 
pp'DDD. 
Le lait apparaît naturellement comme la voie d'excrétion pri­
mordiale des pesticides organo-chlorés. C'est dans le lait et les 
produits laitiers que depuis une dizaine d'années les recherches 
des résidus de composés organo-chlorés se sont intensifiées avec 
des moyens analytiques de plus en plus précis. 
Il. - MISE EN ÉVIDENCE ET DOSAGE DES PESTICIDES 
ORGANO-CHLORÉS DANS LE LAIT ET LES PRODUITS LAITIERS 
Les analyses s'effectuent par chromatographie en phase 
gazeuse après séparation des matières grasses et purifications 
préalables. 
Conditions opératoires 
1) Détecteurs à capture d'électron : source au nickel 63. 
2 ou mieux 3 colonnes de polarités différentes. 
Types de phases stationnaires : Dow 11-QF 1-0V 225. 
2) Détecteur à flamme modifiée pour le contrôle de la pré­
sence éventuelle de résidus de composés organo-phosphorés ou 
organo-soufrés. 
3) Sensibilité de mesure exigée de l'ordre de 0,001 ppm. 
Le couplage chromatographie en phase gazeuse, spectropboto­
métrie de masse, doit pouvoir, dans un avenir proche, apporter 
une information rapide sur l'identification de certains composés 
dont l'étude demeure encore malaisée avec les détecteurs actuels. 
Ill. - MODES DE CONTAMINATION 
Les contaminations par les composés que nous venons d'exa­
miner s'effectuent chez l'animal essentiellement par la voie 
digestive. 
De nombreuses expérimentations ont été réalisées, tant en 
France qu'à l'étranger, dans le but de déterminer aussi précisé­
ment que possible les conditions exactes de la pollution. 
En France, trois éléments déterminants sont à considérer : 
1) Les traitements des étables et des locaux de stockage des 
aliments. 
Les composés en cause sont l'HCHa., l'HCH�, l'HCHy (lindane). 
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Les blanchiments des locaux de stabulation ont été la source 
principale de la contamination par l'HCH. L'écoulement de cer­
tains stocks après l'interdiction de 1969, a malheureusement 
prolongé la présence de ce composé, dont un isomère (�) possède 
une rémanence et une résistance des plus marquées. 
Le lindane (isomère y) employé un certain temps après 1969 
ne semble plus poser de problèmes actuellement sous cette forme 
de contamination. 
2) L'alimentation. 
Les composés en cause sont l'HCHa., l'HCHy (lindane), l'hepta­
chlore, l' Aldrine, la Dieldrine, l'HCB. 
La contamination des végétaux entrant dans la composition de 
l'aliment peut intervenir directement sur les taux résiduels 
observés. Ainsi peuvent être mis en cause : les céréales, les tour­
teaux, les aliments concentrés, certains fourrages ou aliments 
particuliers (racines d'endives). Ce sont, en général, les tour­
teaux et les concentrés qui apportent des contaminants de type 
HCH, par un processus extérieur à l'exploitation, disparate, fonc­
tion du hasard des achats. 
L'époxyde de l'heptachlore provient lui directement de l'uti­
lisation en alimentation animale des pulpes de betteraves (Nord, 
Nord-Est) et du maïs fourrage (Ouest, Sud-Ouest). Il ne faut pas 
oublier que les traitements moyens phytosanitaires qui 
s'effectuent avec 4 à 6 kg de matière active à l'hectare polluent 
le sol durant plusieurs années. 
L'heptachlore, l'aldrine, la dieldrine, conservent leur activité 
presque intégrale sept ans après l'application (95 p. 100). Ils 
présentent encore une action relativement forte (25 p. 100) 9 à 
13 ans après les premiers traitements. 
La Dieldrine peut provenir des traitements de prairie à 
l'engrais aldriné (4 à 5 kg de M. A. à l'hectare). En fait, ce 
composé se retrouve dans certains tourteaux ou concentrés conta­
minés la plupart du temps dans des locaux de stockage déf ec­
tueux. 
L'Hexachlorobenzène (HCB) enfin, fongicide de synthèse, est 
très peu employé en France depuis quelques années. C'est plutôt 
comme sous-produit de fabrication du PCNB (Pentachloronitro­
benzène ou Quintozène) qu'il peut être considéré comme polluant 
du lait dans certaines régions du Nord de la France. Cette 
pollution se ferait par les racines d'endives traitées qui sont 
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données aux vaches laitières régulièrement dans de nombreuses 
exploitations .(7). 
Néanmoins, le problème reste posé du décalage manifeste entre 
le faible tonnage de fabrication de ce composé et sa présence 
assez régulière constatée dans les analyses de nombreuses den­
rées (lait, produits laitiers, volailles, gibier). Une biosynthèse 
naturelle de ce composé, à partir de polluants industriels n'est 
pas à exclure. 
3) Les interventions thérapeutiques vétérinaires semblent 
enfin être la cause directe de contaminations dues au lindane 
(HCHy). Les traitements des ectoparasites (particuliers chez les 
ovins et caprins) déterminent une augmentation rapide des taux 
résiduels (20 à 25 fois plus que la contamination de départ), qui 
s'annule d'ailleurs assez rapidement 3 à 4 semaines après l'appli-
cation. 
· 
Ces actions thérapeutiques présentent donc un inconvénient 
certain, beaucoup plus important que les traitements phytosa­
nitaires correspondants avec ce même produit. 
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IV. - NIVEAUX DE CONTAMINATION ACTUELS 
Les variations des taux résiduels des pesticides organo-ehlorés, 
depuis cinq ans, dans les produits laitiers, amènent les remarques 
suivantes (V. tableau 2) et (fig. 1).
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TABLEAU 2 
Résidus de pesticides organo-chlorés. Moyenne arithmétique 
en ppm (mg/kg) M. G. 
Produits laitiers 
Laboratoire central de recherches vétérinaires d'Alfort. 
Service Hygiène alimentaire 
1967 1968 1969 1970 
HCH (<X) • • 0,73 0,64 0,46 0,21 
HCH (�) .. 0,16 0,11 0,10 0,08 
HCH ('y) .. 0,03 0,03 0,03 0,03 
HCH total 0,92 0,78 0,59 0,32 
(0,72) (0,44) (0,50) 
HE. H ..... 0,02 0,025 0,03 0,06 
(0,09) 
D.A ....... 0,02 0,03 0,04 0,05 
(0,04) 













HCB = Hexachlorobenzène pp'DDT isomère pp' du 1,1,1 





= Epoxyde de l'Heptachlore rophényléthane ; méta-
= Heptachlore bolites du pp'DDT 
= Dieldrine DDE-DDD. 
= Aldrine T =Traces (� 0,001 
entre-parenthèses : résultats (moyennes) d'autres 
laboratoires d'analyse français. 
(Industrie Laitière. Douai - 1. N. R. A. Versailles) 
ppm). 
1) La pollution générale en HCH total est en diminution régu­
lière quoique légèrement stabilisée ces derniers mois. 
Le taux résiduel de l'isomère � varie peu ; ceux de l'isomère y 
(lindane) demeurant, dans l'ensemble, toujours extrêmement 
faibles. 
2) L'Epoxyde de l'heptachlore (et l'heptachlore) persiste et 
augmente régulièrement. Sa présence est particulièrement impor­
tante dans les régions du Nord, du Nord-Est. 
3) La contamination par la Dieldrine (et l'aldrine) a sensi­
blement la même importance et la même répartition que celle 
de l'heptachlore. 
Les résultats des produits laitiers (voir tableau 3) exammes 
au Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires d' Alfort 
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(1970-1971) sont le reflet des autres enquêtes effectuées en 
France, en particulier celles de la Profession laitière et de l'Ins­
titut Technique de !'Elevage Bovin. 
Les résidus observés sur les produits laitiers hors de France 
(voir tableau 4) font apparaitre l'importance relative des taux 
de résidus de DDT (et des dérivés) dont l'usage est encore très 
répandu. Ce composé, à usage agricole très limité en France, est 
exceptionnellement rencontré dans les denrées d'origine ani­
male, sa présence découlant de contaminations accidentelles et 
de courte durée. 
V. - ASPECT TOXICOLOGIQUE. RISQUE A LONG TERME 
La présence de résidus de pesticides organo-chlorés dans les 
aliments a tout naturellement posé le problème de la toxicité 
à long terme pour l'homme et pour l'animal domestique ou 
sauvage (8). 
Les études dans ce domaine sont fort nombreuses : mode 
d'action biochimique, concentrations dans la chaîne alimentaire 
et stockage, risques pour le fœtus ou le nouveau-né, effets endo­
criniens, effets hépatiques, actions pré-cancérogènes, sensibilité 
individuelle (9). 
Toutes les données obtenues justifient la procédure d'évalua­
tion du risque et sa prévention : utilisation de la D. J. A. (dose 
journalière acceptable), d'un coefficient de sécurité, de la C. M. A. 
(concentration maxima autorisable) dans l'aliment, de la consom­
mation journalière moyenne, etc. 
En ce qui concerne le lait ou les produits laitiers, il est inté­
ressant d'évaluer le rapport consommation moyenne journalière 
sur D. J. A. (voir tableau 5). Il est ainsi intéressant de constater 
qu'en France comme dans de nombreux pays (Hollande, U.S.A., 
Grande-Bretagne) la Dieldrine présente le rapport le plus 
élevé (10). 
VI. - ASPECT ÉCONOMIQUE 
L'abaissement des niveaux de contamination en France, a 
contribué certainement à l'augmentation des exportations de 
produits laitiers (notamment des fromages : + 46 p. 100 en 
1971 par rapport à 1970). 
Les Normes des pays importateurs (voir tableau 6) sont encore 







Résidus de pesticides organo-chlorés 
Résultats en ppm (mg/kg) par rapport à la matière grasse 
Laboratoire central de recherches vétérinaires d'Alfort. Service Hygiène alimentaire 
HCB HCH IX HCH � HCH y HCH HE-H 
TOTAL 
Gamme ND-0,05 0,04-0,96 0,03-0,24 T-0,13 0,07-1,26 ND-0,18 
moy. arithm. 0,01 0,21 0,08 0,03 0,33 0,06 




























HCB = Hexachlorobenzène 
HCH = Hexachlorocyclohexane 
HE = Epoxyde de l'Heptachlore 
H = Heptachlore 
pp'DDT = isomère pp' du 1, 1, 1 trichloro 2, 2 bis chlorophényléthane méta­
bolites du pp'DDT = DDE-DDD. 
D = Dieldrine 
A = Aldrine. 
T = Traces ( :s;;0,001 ppm). 
TABLEAU 4 
Résidus de pesticides organo-chlorés 
Moyennes en ppm (mg/kg} 
Beurres 
Pays Année Nombre DDT+ HCH Dieldrine + Heptachlore 
d'échantillons métabolites total aldrine epox. + hept. 
Australie 1962-3 12 0,28 0,007 0,01 
1964 45 0,40 0,02 0,01 
1965 45 0,25 0,02 0,01 
1966 53 0,54 0,01 0,01 
1967 35 0,27 0,01 0,01 
Danemark 1962-3 20 0,02 0,035 
1964 30 0,05 0,05 0,04 
1965 24 0,05 0,04 0,03 
1966 24 0,04 0,05 0,03 
1967 12 0,04 0,05 0,03 
Grande- 1962-3 15 0,03 0,09 0,07 
Bretagne 1964 18 0,05 0,05 0,03 
1965 18 0,04 0,04 0,03 
1966 13 0,05 0,07 0,02 
1967 22 0,05 0,07 0,03 
Hollande 1967-8 359 0,12 0,06 0,05 0,02 
Irlande 1966 5 0,10 0,07 0,03 
1967 6 0,05 0,05 0,02 
Nouvelle- 1962-3 30 0,26 0,004 0,025 
Zélande 1964 45 0,33 < 0,01 0,02 
1965 40 0,38 0,01 0,01 
1966 57 0,28 < 0,01 0,02 
1967 49 0,21 < 0,01 < 0,01 
Pologne 1969-70 160 2,25 0,20 (y) 
U. R. S. S. 1964 5,4 





H eptachlore-E poxyde-Heptachlore 
HCH ............... . ....... 
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1968 D. J. A. 
0,025 0,25 
0,01 0,02 













Pour la France : résultats exprimés en fonction des prévisions 1970 Comparaison consommation Hollandaise ou Amé­
ricaine: 
Enquête 1. N. S.E. E. 1967 -+ 0,62 g/kg/jour 
Prévisions 1970 -+ 0,67 g/kg/jour 
0,54 g/kg/jour 
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Les difficultés actuelles, en France, proviennent essentielle­
ment des taux résiduels de l'Epoxyde de l'heptachlore et, à un 
degré moindre, de ceux de la Dieldrine. Ces taux devraient néces­
sairement baisser dans les mois à venir par suite de nouvelles 
mesures réglementaires qui doivent entrer en vigueur prochaine­
ment. 
Notons que de nombreux composés organo-phosphorés sont 
déjà utilisés, comme produits de remplacement, à la fois dans les 
locaux de stabulation et dans certains traitements phytosani­
taires particuliers. Très instables, ces composés déterminent la 
formation de résidus peu importants qui persistent dans le lait 
quelques semaines après les traitement (11). 
VII. - MESURES DE PRÉVENTION 
Des mesures administratives nouvelles vont s'ajouter prochai­
nement à des textes légaux importants déjà en vigueur. 
1) Réglementation en vigueur (en France). 
- Arrêté du 15 octobre 1969 - interdiction d'emploi de l'HCH 
(y compris lindane), de l'Aldrine, de la Dieldrine, et du DDT, 
pour la désinsectisation des étables et de tous locaux servant au 
logement des animaux domestiques ou à la préparation de leur 
nourriture. 
- Décret du 30 juillet 1971 - interdiction de vente des den­
rées ou boissons destinées à l'alimentation humaine ou animale, 
contenant une teneur en résidus de produits utilisés en agri­
culture et en élevage (dont les pesticides) présentant un danger 
pour la santé humaine, même si le danger n'apparaît qu'après 
une longue période de consommation. 
- Arrêté du 6 août 1971 - interdiction de vente, pour la 
consommation humaine, de viande ou de sous-produits des ani­
maux ayant reçu des pesticides organo-chlorés, à la suite de 
traitements thérapeutiques vétérinaires, pendant une période 
de 3 ans au moins, en raison de la persistance des résidus. 
- Circulaires d'application des 22 et 28 juillet 1970 - du 
14 octobre 1971 - relatives aux conditions de traitement des 
locaux de stabulation ou de stockage des aliments. 
2) Réglementations à venir (en France). 
- Circulaire d'application de l'arrêté du 6 août 1971 - dési­
gnation des pesticides organo-chlorés : HCH (tous les isomères), 
't1ABLEAU 6. - 'l'olùances administratives en résidus de pesticides dans le lait et les produits laitiers 
(exprimées en mg/kg de M. G.) 
Organochlores 
HCB (seul) . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . .
HCH œ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
� . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
y ............................... 
Total œ + � + y . . . . . . . . . . . . . . . .
Heptachlore + Heptachlore 
Epoxyde . . . . .. . . . . . . . . .
Aldrine + Dieldrine • 1 • • • • • • • • • • • • • • • • •
DDT+ DDD + DDE .. . . . . . . . . . . . . . . . . 
Chlordane . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . .. 
FAO/OMS U.S.A. Canada Yougoslavie 
0,30 0,30 
� 0,10 
y 0,10 y 0,30 y 0,20 
0,30 0,30 
0,15 0,30 0,10 
0,15 0,30 0,10 0,125 
1,25 1,00 1.,00 0,125 
0,10 0,10 






1 nsecticides organochlorés Tolérances en ppm (mg/kg) 
1 nsecticides organo-chlorés 
Lindane .......................... . 
HCH Alpha ...................... . 
HCH bêta ........................ . 
Heptachlore + Epoxyde H. . . . . . . . . . 
Aldrine + Dieldrine ............... . 
DDT, DDD, DDE (+ou 1) ........ . 
Methoxychlore . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Diéthyl Diphényl Dichloroethane ( = 
Perthane) ...................... . 
Endosulfan + (Sulfate) ............ . 
Dodecachloro Octahydro-13� l
Metheno-2 H-Cyclobuta (CD) 
Pentalène 
Viandes Graisse Graisses de 
0 
0 
0,2 BOCEP ( + SP) 0,2 BOCEP 
la viande 






C = Caprin 
E =Equin 
P = Porcin 
V = VoJaille 
Lait 
Produits laitiers 
0,30 mg (Toi.) 
0,30 mg (Toi.) 










Aldrine, Dieldrine, Chlordane, Heptachlore, DDT, DDD, Toxa­
phène, Endosulfan. 
- interdiction totale de vente (fin juin 1972) et d'emploi 
(1er octobre 1972) des cyclodiènes chlorés en agriculture (vise 
l'Heptachlore, le Chlordane, l' Aldrine et la Dieldrine). 
- Dans le cadre européen (C.E.E.), des Commissions spécia­
lisées établissent actuellement des projets de directive visant à 
l'établissement de Normes de Tolérance pour les résidus de pesti­
cides (y compris organo-chlorés) dans les denrées d'origine ani­
male ou végétale (alimentation de l'homme ou alimentation de 
l'animal). 
Ces normes, garanties essentielles de la santé du consomma­
teur, doivent rétablir des conditions normales d'échanges (impor­
tations, exportations) vis-à-vis des pays déjà pourvus de ce sys­
tème de protection. 
Un exemple intéressant nous est fourni par les Normes de 
Tolérance de la Food and Drug Administration (U. S. A.) (voir 
tableau 7) qui sont imposées à une grande variété d'aliments, 
pour l'homme. Ces Normes sont basées sur le principe dit des 
«listes positives», principe qui est maintenu pour les Normes 
Européennes en projet. 
CONCLUSION 
Depuis un peu plus de deux ans, après les premières mesures 
prises en France contre la contamination des produits laitiers, 
par les résidus de pesticides organo-chlorés, une nette amélio­
ration s'est manifestée notamment sur les résidus d'HCH, prin­
cipal polluant. 
Des problèmes demeurent, liés notamment aux taux résiduels 
de l'époxyde de l'heptachlore et de la Dieldrine. Les processus 
de contamination sont connus, ils s'exercent par la voie des ali­
ments du bétail : 
1) Par les fourrages frais, les céréales - en général peu pollués 
mais qui peuvent être accidentellement contaminés dans les 
locaux de stockage. 
2) Par les betteraves, le maïs : responsables de la contamina­
tion par l'époxyde de l'heptachlore. 
3) Par les aliments concentrés et les tourteaux (surtout d'ara­
chide) pollués soit à l'origine, soit au cours de la préparation. 
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Les nouvelles mesures administratives, l'établissement de 
Normes de Tolérance à l'échelon européen, les dispositions pré­
vues dans le projet de loi sur la Pharmacie Vétérinaire et la 
Politique de surveillance des aliments pour animaux, permettent 
d'envisager enfin une solution aux derniers problèmes créés par 
la pollution des produits laitiers par les résidus de pesticides 
organo-chlorés. 
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Effets biologiques des flavacoumarines 
sur les bactéries. Mise en évidence par des 
méthodes de diffusion en gélose 
J. JACQUET, P. BouTIBONNES et S. SAINT 
Depuis leur « découverte > relativement récente (1961), de 
multiples travaux ont révélé les propriétés hépatocancérogènes 
et létales des métabolites des Aspergillus du groupe flavus. Leurs 
effets sur divers animaux et végétaux ont fait de notre part, 
l'objet de mémoires rapprochés (3) (13). 
C'est surtout avec le dérivé B - ou B1 même - qu'ont été 
conduits la plupart de ces essais. Nous avons ici remplacé ce 
composé par un mélange de 40 p. 1 OO de B1 et 60 p. 1 OO de Gi 
élaboré sur milieu au lait par une espèce voisine d'A. flavus, 
A. parasiticus, dont tous les clones isolés des zones tropicales et 
sub-tropicales se sont montrés constamment toxicogènes, alors 
que pour la première espèce citée, le rapport existant entre 
souches secrétrices et souches isolées varie suivant leur origine 
géographique. 
J. - SPECTRE D'ACTION DES FLAVACOUMARINES SUR LES BACTÉRIES 
En 1966, BuRMEISTER et HESSELTINE ont montré que sur 
329 espèces de microorganismes appartenant aux groupes les 
plus divers (Eubactériales, Pseudomonadales, Actinomycétales 
mais aussi algues, levures, champignons et protozoaires), seuls 
les Bacillaceae étaient inhibées par des doses de flavacoumarines 
inférieures à 30 !Lg/ml. ARAÏ et coll. (1), signalent de leur côté 
la sensibilité de certains Streptomyces, CIEGLER et LILLEHOJ celle 
de Flavobacterium aurantiacum (7) (8), WRAGG, enfin, celle 
d'Escherichia coli (20). CLEMENTS (9) (10), puis VIITALASO et 
GYLLENBERG (19) utilisent Bacillus megaterium comme test bio­
logique confirmant les résultats chromatographiques. JACQUET 
et BouTIBONNES (12) montrent la formation de zone d'inhibition 
Bull. Acad. Vét. - Tome XLV (Mars 1972). - Vigot Frères. Editeurs. 
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de pousse chez B. stearothermophilus et le retard de développe­
ment accusé par une culture de Lactobacillus bulgaricus en pré­
sence de flavacoumarine. 
a) Technique. 
Nous avons découpé des bandes de papier Whatman n ° 1 sté­
riles de 5 X 50 mm. Une, servant de témoin, a été imprégnée 
par immersion dans le chloroforme ; les autres dans le chloro­
forme ayant dissous respectivement 500, 1.500 et 3.000 1-1g par 
ml des flavacoumarines. Toutes les bandes ont été séchées asep­
tiquement à l'étuve à 44 °C, puis déposées sur 20 ml de gélose 
nutritive (1) coulée dans des boîtes de Petri de 9 cm de dia­
mètre. Il restait, en fait, sur les papiers, respectivement 55, 160 
et 300 1-1g des toxiques. 
A l'aide d'une pipette Heatley chargée d'une culture de 
24 heures de diverses espèces microbiennes, des stries perpen­
diculaires aux bandes de papier sont tracées en débordant de 
15 mm de chaque côté sur celles-ci. L'incubation est réalisée 
à 20, 37 ou 55 °C, selon les germes, pendant 18 heures à 24 heures, 
en utilisant, le cas échéant, le dispositif de culture des anaéro­
bies en jarre. 
b) Résultats. 
Nos résultats figurent dans le tableau 1. 
Parmi les eubactériacées, ce sont presque essentiellement les 
Bacillaceae qui sont sensibles aux actions des toxiques d'A. para­
siticus. Par ordre décroissant, il nous faut ranger B. thuringien­
sis, B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. anthracis, B. stearo­
thermophilus, B. licheniformis, B. polymyxa et B. mycoïdes. 
L'effet létal des flavacoumarines chez certains de ces germes 
est loin d'être spécifique et on le retrouve, avec des corps fluo­
rescents de toute autre nature présents dans certains aliments 
comme le manioc (16) ou le vin de Sauterne (15). 
On retrouve, cependant, des sensibilités dans d'autres familles. 
C'est ainsi que les Corynebacteriaceae manifestent vis-à-vis de 
ces composés une sensibilité moindre, liée en tous cas à l'espèce. 
(1) Dans certains cas particuliers, ce milieu a été remplacé par un 
_autre, plus spécifique de l'espèce. 
COMMUNICATIONS 149 
TABLEAU 1 
Longueur des inhibitions en mm observées de part et d'autre 
des papiers imprégnés de flavacoumarines 
Espèce 
Pseudomonas aeruginosa (1) .. 
Azotobacter chroococcum 
Rhizobium lupini .......... . 
Rhizobium meliloti ........ . 
Flabovacterium aurantiacum . 
Escherichia coli ........... . 
Klebsiella pneumoniae 
Serratia marcescens ........ . 
Proteus mirabilis .......... . 
Salmonella typhi .......... . 
Brucella abortus ........... . 
Staphylococcus aureus ...... . 
Gaffkya tetragena ......... . 
Sarcina lutea ............. . 
Streptococcus (ecalis ........ . 
Corynebacterium cutis commu-
ne ..................... . 
Corynebacterium hoffmanii .. . 
Corynebacterium pyogenes .. . 
Bacillus anthracis ......... . 
Bacillus cereus ............ . 
Bacillus licheni(ormis ....... . 
Bacillus megaterium 
Bacillus mycoides .......... . 
Bacillus polymyxa ......... . 
Bacillus stearothermophilus .. . 
Bacillus subtilis ........... . 
Bacillus thuringiensis 
Welchia per(ringens ........ . 
Saccharomyces cerevisiae .... . 
Candida tropicalis ......... . 
Geotrichum candidum ...... . 
Teneur en flavacoumarines des bandes 
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7 à 8 
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7 à 10 
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8 à 9 
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9 à 10 
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7 à 8 
9 à 13 
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11 à 13 
15 à 17 
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13 à 19 
9 à 11 
7 à 9 
10,5 à 11 
13 à 15 







9 à 10 
0 
0 











9 à 10 
17 à 19 
6 à 7 
15 à 19 
19 à 21 
17 à 19 
19 à 23 
13 à 15 
15 à 17 
14 à 19 
19 à 25 





(1) La formation de pigment et de substances fluorescents n'est pas modifiée. 
c) Modifications morphologiques des Bacillaceae et autres 
germes sensibles. 
A la limite de la pousse, on note, après la réalisation de frottis 
colorés des formes longues géantes constamment présentes chez 
le genre Bacillus. Certaines cellules prennent un aspect en navette 
ou en massue. 
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Dans la zone de diffusion du toxique, on observe chez Flavo­
bacterium aurantiacum des structures c lactobacillaires >. Les 
Rhizobium paraissent moins touchés : une légère hypertrophie 
de taille se manifeste dans les 48 premières heures ; elle s'es­
tompe rapidement et disparaît le 4e jour, alors qu'elle persiste 
chez Azotobacter chroococcum, donnant des cellules arrondies ou 
pyriformes. L'exagération morphologique, liée au toxique, dispa­
raît progressivement chez les Corynebacteriaceae (tableaux 2 et 3). 
La coloration d'ALBERT (5) met en évidence la richesse en grains 
métachromatiques chez les cellules traitées. 
TABLEAU II 
lnftuence des fiavacoumarines sur la taille en µ des cellules 
de Bacillus après 24 heures de contact 
Teneur en flavacoumarines : 
Espèce Témoin 
Bande imprégnée avec une solution à : 
500 µg/ml 1 500 µg/ml 3 000 µg/ml 
B. thuringiensis 3,3 15,5 20,4 33,1 
(8,90 à 48,5) (2,30 à 4,02) (13,80 à 29,5) (12,65 à 57,5) 
B. stearothermo-
philus ........ 3,00 6,7 8,0 16,7 
(1,75 à 3,45) (3,45 à 13,80) (5,75 à 14,95) (10,35 à 37,95) 
B. subtilis (*) 2,20 6,20 12,65 17,80 
(1,75 à 2,90) (4,02 à 9,20) (8,05 à 20, 70) (10,35 à 32,20) 
B. anthracis ..... 1,95 2,80 4,02 8,65 
(1,75 à 2,9) (2,30 à 5,75) (3,45 à 6,90) (5,75 à 16,10) 
(*) Les différences de longueur avec le témoin apparaissent nettement lorsque 
les bandes de papier sont imprégnées de solution à 250 µg/ml. A 100 µg/ml, l'aspect 
morphologique des cellules traitées est identique à celui des germes recueillis près 
de la bande trempée dans le chloroforme seul. 
Chez toutes les espèces sensibles, la Gram-positivité n'est pas 
altérée : il ne s'agit, en aucun cas, de bactéries déficientes, sans 
paroi, à la manière des protoplastes. 
d) Conservation des formes longues chez B. thuringiensis. 
Les formes géantes, qu'elles soient obtenues en bordure des 
zones d'inhibition, selon le procédé expliqué plus haut ou par 
culture sur des milieux nutritifs solides ou liquides contenant du 
TABLEAU Ill 
lnfiuence des fl.avacoumarines sur la taille en µ d'espèces autres que les Bacillaceae après 24 heures de contact 
Teneur en flavacoumarines des solutions imprégnant les bandes 
Espèce 0 
500 µg/ml 1 500 µg/ml 3 000 µg/ml 
Azotobacter chrococcum .......... 2,10 3,10 8,5 15,5 
(1,15 à 2,30) (2,30 à 3,45) (4,6 à 23) (9,2 à 25,2) 
Flavobacterium aurantiacum. 
a) Gélose nutritive ........... 1,55 8,62 16,3 16,5 
(1,15 à 2,30) (5, 75 à 1,60) (8,05 à 42,0) (6,9 à 26,0) 
b) Gélose de Ciegler et Lillehoj (7) 2,10 2,90 3,90 8,80 
(1,75 à 2,90) (2,30 à 3,45) (3,45 à 4,60) (5,75 à 14,95) 
Rhizobium meliloti .............. 1,55 2,30 2,80 2,90 
(1,15 à 1,75) (1,75 à 3,10) (2,30 à 3,10) (2,30 à 4,60) 
R. lupini ...................... 1,35 1,95 3,45 3,65 
(1,15 à 1,75) (1,15 à 2,30) (2,30 à 4,60) (2,90 à 5,75) 
Corynebacterium hoffmanii ....... 0,85 2,20 2,40 3,10 
(0,65 à 1,15) (1,15 à 2,90) (1,75 à 3,45) (2,30 à 5,75) 
C. pyogenes .................... 0,70 0,95 0,95 1,35 
(0,60 à 1,15) (0,65 à 1,15) {0,65 à 1,15) (1,15 à 2,30) 
----
C. cutis commune ............... 0,85 0,95 2,80 5,65 
'!"' (0,60 à 1,15) (0,65 à 1,15) (2,30 à 4,02) (3,45 à 8,05) 
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toxique, ne sont que des modifications temporaires, qui ne se 
maintiennent pas au-delà du 2e repiquage. Transportées sur un 
milieu sans flavacoumarines, elles redonnent rapidement des 
cellules de taille normale. Le premier repiquage semble cepen­
dant affecté par le toxique comme si les germes en transportaient 
des traces par absorption ou adsorption (tableau 4). 
TABLEAU IV 
Longueur moyenne des cellules de B. thuringiensis 
au cours des repiquages scucessifs 
Cellules prélevées près des 
bandes imprégnées d'a-
1 
flavatoxine. .. . . . ... . . 36,80 
Cellules témoin de départ 
Cellules au premier repi-
quage . . . . . . . . . . . . . . . 16, 10 
Cellules au deuxième repi-
quage . . . . . . . . . . . . . . . 3,45 
Ensemencements 
2 3 
17,20 21,00 25,53 
6,90 8,05 8,10 





Si l'on cultive cette même espèce sur des géloses additionnées 
de flavacoumarines à 5, 12,5 et 25 µ.g/ml, on constate que malgré 
la présence continue du toxique, l'exagération de taille ne se 
maintient pas d'une génération à l'autre. C'est avec des concen­
trations moyennes (12,5 µ.g/ml) que sont obtenues les aberra­
tions les plus spectaculaires formes filamenteuses type 
« microsiphon > avec granulations métachromatiques, cellules 
désarticulées aux extrémités en raquette, fantômes hypertrophiés 
peu colorables. 
Ces mêmes cellules ont acquis une indépendance vis-à-vis du 
métabolite mycélien, l'entretien en présence de poison sélection­
nant des cellules plus résistantes : en présence de papier impré­
gné à 1.500 !A-g/ml, les zones d'inhibition ont diminué, les cellules 
sont moins longues (tableau 5). 
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TABLEAU V 
Longueur des zones d'inhibition et dimension des cellules, 
témoin et entretenues par repiquage sur gélose à 12,5 iig/ml 
de fiavacoumarine, en présence d'une bande de papier imprégnée 
de 1 500 µg/ ml 




d'inhibition près de la 
bande témoin 
près de la 
bande impré­
gnée à 
1 500 µg/ml 
Culture témoin ....... 19 à 24 mm 3 20,1 
(2,3 à 3,5) (11,5 à 40,5) 
Culture entretenue par 
5 repiquages sur gé-
lose à 12,5 µg/ml .... 12à20mm 3,50 2,75 
(2,9 à 4,5) (2,3 à 3,6) 
A des doses sublétales, permettant le développement, les cel­
lules de Bacillus thuringiensis élaborent, comme les témoins, le 
« cristal » parasporal de protéine toxique caractéristique de 
l'espèce. 
Il. - INTERFÉRENCE ENTRE LA PRÉSENCE DU TOXIQUE 
ET LES PROPRIÉTÉS PHYSIOLOGIQUES DES BACTÉRIES 
Par la méthode de diffusion en gélose, nous avons pu mon­
trer que les toxiques coumariniques induisaient la formation 
de zones d'inhibition avec existence en bordure de formes géantes 
conservant chez les Bacillaceae et les Corynebacteriaceae leur 
Gram-positivité, les dimensions de ces deux variables étant pro­
portionnelles à la concentration en poison. 
Activité catalasique de B. subtilis. 
Précédemment, nous avions relaté le ralentissement de l'acti­
vité catalasique des leucocytes de cobayes par les flavacouma­
rines (14). L'estimation du dégagement gazeux produit en pré­
sence d'eau oxygénée par la catalase des Bacillaceae nous a 
semblé pouvoir constituer un test de mesure indirecte du ralen­
tissement de la croissance chez Bacillus subtilis. 
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a) Technique. 
Des bandes de papier Whatman (50 X 5 mm) imprégnées de 
chloroforme témoin ou de solution de flavacoumarines dans ce 
même solvant sont séchées stérilement à l'étuve, puis immergées 
pendant 10 secondes dans une suspension en eau physiologique 
de cellules de B. subtilis provenant d'une culture de 24 heures 
sur milieu nutritif gélosé. Les bandes sont ensuite déposées à 
la surface d'une gélose coulée en boîte de Petri, incubées pendant 
24 heures à 10, 30 ou 37 °C. 
Deux observations ou manipulations ont été réalisées à partir 
des bandes : 
- mesure de la longueur des bacilles au micromètre oculaire ; 
- mesure de l'activité catalasique des germes portés par les 
bandes de papier. Chacune d'elle est immergée en présence de 
10 billes de verre dans un catalasimètre contenant 20 ml d'eau 
oxygénée à 10 volumes. Le dégagement gazeux est recueilli dans 
une burette de Mohr renversée. 
b) Résultats. 
Nos mesures sont représentées dans la figure 3. 
L'inhibition de l'activité catalasique des germes, conséquence 
du ralentissement de la croissance, est proportionnelle à la teneur 
en toxique. Cet effet, ainsi que les modifications de taille, est 
beaucoup plus net à 20° qu'à 37 °C : à cette dernière température, 
la plupart des germes sporulent, et le développement rapide 
masque les diminutions de l'activité enzymatique. 
Ces mêmes expériences, conduites sur des géloses au sang de 
mouton, ont donné des résultats parallèles, à savoir : formation 
de cellules hypertrophiées, réduction de l'activité catalasique, 
mais sans perte du pouvoir hémolytique. En revanche, le sang 
et ses divers constituants n'exercent aucun effet protecteur vis­
à-vis des cellules soumises à l'action nocive du toxique. 
Ill. - RECHERCHE DE SUBSTANCES A EFFET SYNERGIQUE 
OU ANTAGONISTE 
La méthode de diffusion en gélose permet, en principe, la 
recherche des substances à effet synergique, ou, au contraire, 
antagoniste sur les aflatoxines. On dispose alors, en croix, deux 
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bandes de papier : l'une, renfermant les flavacoumarines dessé­
chées, l'autre, le produit à étudier. L'ensemencement est réalisé 
à l'aide d'une pipette Heatley, en stries perpendiculaires aux 
bandes, et en diagonales. 
On peut juger, ainsi, du niveau des bandes perpendiculaires 
de l'effet des flavacoumarines seules, 
de l'effet de la substance expérimentée seule. 
Les diagonales indiquent, par les variations par rapport aux 
observations précédentes, les actions d'interférence. 
Dans tous les cas, cependant, le facteur prépondérant reste la 
possibilité et la vitesse de diffusion dans la gélose. Nous avons 
ainsi constaté sur Bacillus subtilis, B. thuringiensis et B. mega-
FIG. 1. - Activité antimicrobienne des flavacoumarines, sur une culture 
de 24 heures, à 20 °C, de Bacillus mycoïdes. 
T : bande témoin chloroforme ; 
1, 2, 3 : bandes respectivement imprégnées de solutions chloroformiques 
de flavacoumarines à 500, 1.500 et 3.000 µg/ml. 
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FIG. 2. - Action des flavacoumarines sur une culture de 
24 heures de Bacillus thuringiensis. 
En haut : culture témoin. 
En bas : formes longues obtenues près de la bande de 
papier imprégnée d'une solution de flavacoumarine à 1.500 µg/ 
ml. 
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CONCENTRATIONS EN flAVACOUMARINES 
FIG. 3. - Influence de la concentration en flavacoumarines 
sur la longueur des cellules de Bacillus subtilis et sur l'acti­
vité catalasique de ces mêmes germes. 
En abscisses : concentration en flavacoumarines des solu­
tions imprégnant les bandes de papier filtre (en µg/ml). 
En ordonnées : à gauche : volume d'oxygène mesuré au 
catalasimètre à partir de la bande de papier filtre ; à droite, 








) A • à 20 °C
Volume d'oxyène C 
; à 30 oc en ml 
1 E : à 37 °C 
Longueur des germ�s 
en µ 
à 20 "C 
à 30 °C 
à 37 "C 
terium que la pénicilline exerçait un léger effet adjuvant et que 
le sérum sanguin ou le liquide d'ascite, étaient légèrement pro­
tecteurs, sans doute, en raison de leur richesse en protéines, sur 
lesquelles se fixent les flavacoumarines, épargnant ainsi les bac­
téries. 
IV. - DISCUSSION. 
La taille des bactéries est régie par un gène de structure. 
Comme les formes anormales observées ne se transmettent pas 
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en l'absence de l'agent inducteur, il faut admettre qu'elles ne 
représentent qu'une modification morphologique temporaire, non 
assimilable à une mutation, exprimant un masquage par fixation 
élective des flavacoumarines au niveau de l'ADN. 
Par ailleurs, nous avons observé que sur B. thuringiensis, il 
y avait, d'abord, d'une façon précoce, une fragmentation consi­
dérable du noyau en éléments nombreux parsemant le cyto­
plasme (en 2 à 3 heures). Ce n'est que par la suite (6 heures 
après le contact avec les aflatoxines), que l'augmentation de 
taille des bacilles se produit. 
Malgré la sensibilité de certains fixateurs d'azote, tels que 
les Azotobacter, nous ne pensons pas que les flavacoumarines, 
et notamment celles d'Aspergillus flavus, j ouent un rôle dépri­
mant de la fertilité des sols. Nos essais en laboratoire, semblent, 
en effet, montrer qu'on ne trouve pas de traces décelables du 
toxique dans la terre, malgré un fort ensemencement. Ceci 
correspond bien à ce que nous savons de la nécessité de facteurs 
favorisant de la toxicogenèse, apportés par fragments de plantes 
ou de graines qui moisissent (4) (11). 
On pourrait penser avoir trouvé dans l'inhibition de la cata­
lase l'explication de la sensibilité de certaines espèces, et pas des 
autres. Il n'en est rien, puisque les staphylocoques, bien que 
fort producteurs de cette enzyme, restent insensibles. 
V. - CONCLUSION 
Plusieurs espèces de bacillacées, de corynébactériacées, ainsi 
qu'Azotobacter chroococcum sont sensibles à l'action létale des 
flavacoumarines exercée par diffusion en gélose nutritive. A la 
limite de l'action inhibitrice, apparaissent des formes longues. 
Celles-ci font suite à des bacilles multinucléés. 
Des teneurs sublétales ralentissent la vitesse de croissance 
des germes, ce qui entraîne, pour les bacillacées, une baisse de 
l'activité catalasique, tandis que le pouvoir hémolytique est main­
tenu. 
(Laboratoire de Microbiologie, 
UER des Sciences de la vie et du comportement, 
Université de Caen.) 
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